胆固醇 氧化 酶 PSCO4 异 源 表达 、 纯 化 及 
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摘 要 : 胆固醇 氧化 酶 专 一 性 地 催化 胆固醇 为 胆 洗 -4- 烯 -3- 酮 ， 广 泛 地 应 用 于 临床 以 及 食品 
加 工行 业 。 本 论文 将 来 源 于 Pimelobacter simplex 的 胆固醇 气 化 酶 PSCO4， 分 别 转化 到 大 肠 
杆菌 宿主 BL21(DE3)、Rosetta(DE3) 和 C41(DE3) 中 ， 在 不 同 温度 (15 'C、25 'C、37 'C) 及 
IPTG 诱导 深度 (0.01 mM, 0.1 mM、0.5 mM) F FH KX PsCO4。 结 果 表 明 , 转 入 Rosetta(DE3) 
菌株 的 PsCO, 蛋白 ， 在 IPTG 浓度 为 0.1 mM、15 'C 下 经 18 h 诱导 表达 ，PsCO4 可 溶性 表达 
量 最 高 (0.63 mg/mD)。 异 源 表达 的 胆固醇 氧化 酶 PsCO4 最 适 温度 为 30 C, R£ pH 为 7.5。 
通过 TLC, GC-MS 检测 出 PsCO4 催化 胆固醇 生成 胆 省 -4- 烯 -3- 酮 。 以 胆固醇 和 PB- 谷 省 醇 、 豆 
省 醇和 孕 烯 醇 酮 为 底 物 ， 测 定 PsCO4 对 四 种 底 物 的 催化 反应 动力 学 参数 ,胆固醇 koat /Km 为 
0.08 st- uM! AA) S F B-42 # (0.04 st uM). € & BE (0.005s- M1!) 和 孕 烯 醇 酮 (0.02 
SHUM-D。 
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Abstract: Cholesterol oxidase, which catalyzes the reaction of cholesterol to cholest-4-en-3-one, 
is widely used in clinical and food processing industry. Cholesterol oxidase from Pimelobacter 
simplex (PsCO4) was transformed into E. coli BL21(DE3), Rosetta(DE3), and CAI(DE3). The 
bacteria was induced at different temperatures (15 'C, 25 °C, 37 °C), and different IPTG 
concentrations (0.01 mM, 0.1 mM, 0.5 mM). The results showed that PsCO4 was expressed 
greatly in supernatant of Rosetta(DE3) (0.63 mg/ml), at the conditions of 0.1 mM IPTG and 15 °C. 
The optimum temperature and pH of heterologous expressed PsCO4 was 30 °C and 7.5. The 
product of cholesterol catalyzed by PsCO4 was identified by TLC and GC-MS. The substrate 
specificity of PsCO4 towards cholesterol and -sitosterol and stigmasterol and pregnenolone was 
determined. The Km/kcat value of cholesterol (0.08 s': u M^) is higher than f-sitosterol (0.04 
s!-uM`!), stigmasterol (0.005s:!- uM!) and pregnenolone (0.02 st- uM’). 

Key word: cholesterol oxidase; catalytic activity; enzymatic property; substrate specificity 


TEME: 国家 自然 科学 基金 〈 批 准 号 : 31771911) 资助 。 
第 一 作者 : EE (1992 年 生 )， 女 ， 主 要 研究 方向 : 酶 工程 
* 通 讯 作 者 ， 电 子 信箱 : huiminqin@tust. edu. cn 


[ 
E 


ur 


胆 固 


NEED 


重要 的 生 到 


分 泌 腺 合成 类 
需 ， 但 在 人 体 


ChinaXiv 合 作 期 刊 


然 界 中 含量 丰富 的 当 醇 化 合 物 之 一 ， 构 成 了 人 体 的 主要 脂 类 物质 ， 并 具有 


EDAEN, in: 细胞 膜 的 重要 组 成 成 分 ， 对 生物 膜 的 透 性 有 一 定 的 调节 作用 ; 内 


回 醇 激素 的 原料 ， 有 助 于 血管 壁 的 修复 和 保持 完整 23]。 尽 管 胆固醇 为 人 体 所 必 


内 过 量 时 也 会 造成 危害 ， 如 造成 动脉 硬化 、 冠 心病 、 脑 中 风 等 心 脑 


管 疾病 加。 


国内 外 大 量 的 研究 资料 证 实 ， 膳 食 因 素 与 心血 管 疾病 的 发 生 关系 密切 ， 控 制 和 减少 膳食 中 胆 


固 醇 的 摄 入 量 ， 对 降低 胆固醇 水 平 ， 预 防 心 
胆固醇 能 够 被 胆 
In] B RAS Her UH. 


疾病 至 关 重 要 中 。 


1È 


固 醇 氧化 酶 消化 ， 生 成 胆 人 省 -4- 烯 -3- 酮 和 HzO>， 也 可 以 作用 于 含有 羟基 
临床 上 ， 广 泛 应 用 胆固醇 氧化 酶 来 检测 


清 中 胆固醇 的 浓度 。 同 时 ， 在 


食品 加 工行 业 中 应 用 胆固醇 氧化 酶 来 减少 食品 中 的 胆固醇 。 此 外 ， 在 农业 应 用 方面 胆固醇 氧 
防治 鳞 翅 目 害 虫 的 生物 农药 中。 动 植物 来 源 的 胆固醇 氧化 酶 研究 较 少 ， 目 前 主 


在 微生物 来 源 的 胆固醇 氧化 酶 ， 已 报道 的 产 胆固醇 氧化 酶 微生物 有 : Arthrobacter 


( 节 杆 菌 ) Pimelobacter (脂肪 杆菌 ) Corynebacterium ARIF) Nocardia erythropolis 


CZDPEVE-E KIND». Rhodococcus erythropolis 〈 红 平 红 球菌 ) , Mycobacterium 〈 分 文 杆 菌 


Pseudomonas 〈 假 单 胞 菌 ) ， 


E. 


胆固醇 氧化 本 


生成 氧化 态 的 黄 素 辅 因子 和 过 氧化 氢 ; 最 后 一 步 反 应 叫做 “ 异 
即 第 二 个 己 烷 环 上 的 双 键 从 A5-6 转移 到 第 一 个 己 烷 
环 上 的 A4-5， 最 终生 成 产物 胆 当 -4- 烯 -3- 酮 四。 


构 化 ”， 


当前 ， 


Sohngen 于 1913 年 首次 揭示 分 支 杆 菌 CMycobacteria sp.) 能 


d 


IFE) ，Rhodococcus sp.〈 红 球菌 ) 和 Streptomyces sp. CBE 


对 胆固醇 的 催化 反应 为 三 步 反 应 如 图 1 所 
示 ， 第 一 步 反 应 称 作 “还 原 半 反应 ”， 将 第 一 个 己 烷 环 上 的 
3- 羟 基 脱 氧 ， 随 之 将 两 个 氧化 还 原 当 量 转移 到 氧化 态 的 黄 素 辅 
因子 〈E-FloX) 而 成 为 还 原 态 (E-FlredH) ;第 二 步 反 应 称 作 
“氧化 半 反 应 ”， 即 此 时 还 原 态 的 黄 素 辅 因子 与 分 子 氧 反应 ， 


Brevibacterium sterolicum C i ki 


BLATE 


基 中 生长 。Turfitt 发 现 N. erythropolis 能 够 降解 胆固醇 ， 


TIL -4-6-3- 


内 外 对 胆固醇 氧化 酶 的 研究 已 有 一 定 的 深度 。 图 1 胆固醇 氧化 酶 的 三 步 催化 反应 


Fig. 1 Three-step catalytic reaction of 


cholesterol oxidase 


并 首次 分 离 得 到 胆固醇 氧化 酶 中 。 随 


后 ， 很 多 不 同 来 源 的 胆固醇 氧化 酶 被 发 现 ， 同 时 有 很 多 方法 也 被 应 用 于 胆固醇 氧化 酶 的 研究 
当中 ， 如 采用 蛋白 变性 再 复 性 的 方法 对 异 源 表达 的 不 可 溶 重 白 进行 纯化 ， 进 而 对 蛋白 进行 酶 


学 性 质 的 研究 叶 ， 此 方法 已 在 PsCOs 的 研究 中 得 到 了 证 实 B。 如 今 ， 胆 固 醇 氧化 酶 的 催化 机 


理 已 被 阐明 ， 不 同 来 源 的 胆固醇 氧化 酶 的 空间 结构 已 被 解析 ， 但 少 有 对 Pimelobacter 来 源 的 


胆固醇 氧化 酶 的 研究 。 本 文 主要 介绍 了 Pimelobacter simplex 来 源 的 胆固醇 氧化 酶 基因 PsCO4 


1 材料 和 方法 
11 材料 
111 实验 材料 及 仪器 


异 源 表达 、 经 分 离 纯化 后 重组 酶 的 酶 学 性 质 ， 以 及 通过 结构 模拟 揭示 其 催化 反应 机 理 。 


大 肠 杆菌 BL21(DE3)、Rosetta(DE3)、C41(DE3),pET-28a(+) 质 粒 以 及 Pimelobacter simplex 


为 本 实验 室 保 藏 ， 实 验 使 用 常规 试剂 为 


工 生 物 工程 股份 有 限 公 司 CES HE 


) 生产 。 胆 


HAREAK AWARA CEA, PED 和 上 海 生 


固 醇 及 胆 当 -4- 烯 -3- 酮 标准 品 ， 抗 生 素 购 


置 Sigma。 酵 母 提 取 物 及 胰 重 白 肪 为 OXOID 公司 生产 。Ni-NTA Surperflow 及 Open Column 


为 德国 QIAGEN 公司 生产 ，10 KDa 超 滤 管 购 自 Millipore 公司 。 低 分 子 量 蛋白 质 Marker; 


质粒 小 提 试 剂 盒 购 自 OMEGA, BCA & 


白 浓 度 试剂 盒 购 自 北 京 Solarbio 科技 有 限 公司 ( 北 


京 ， 中 国 )。 限 制 性 内 切 酶 EcoRI 和 Xho L, Ei solution IL; DNA 聚合 酶 Prime STAR Max 


均 购 自 宝 日 医生 物 技术 有 限 公司 (北京 ， 


过 滤 色 谱 柱 (SuperdexT™M 200 Increase) 均 购 


1.1.2 仪器 


SDS-PAGE 电泳 系统 、Quantity One 凝 胶 成 像 系统 ，TU 1810 紫外 可 见 分 光 光 度 计 购 


中 国 ) 。 离 子 交换 色谱 柱 (SOURCE™ 15S) AUD 


美国 GE 公司 。 


北京 普 析 通用 仪器 公司 北京， 中国 ); Avanti J-26s xp 低温 高 速 离心 机 购 自 美国 Beckman 


Coulter; Multifuge XIR 台式 冷冻 离心 机 、 酶 标 仪 购 自 德国 Thermo scientific; Mastercycler 


nexus PCR 仪 购 自 德国 eppendorf AG; AKTATM pure 购 自 美国 GE 公司 ; 超声 波 细胞 粉碎 机 


购 自 宁 波 新 艺 超 声 设备 有 限 公司 (浙江 


， 中 国 )。 


12 方法 
1.2.1 PsCO4 蜡 源 表 达 载 体 的 构建 


以 P. simplex 基因 组 为 模板 ， 设 计 引 物 Primer F: (CGGAATTC ATGCACGCAG 


AAGACCGCG), Primer R: (CCGCTCGAG TCAGCCGCGGT TGGGCCACAC)， 进 行 PCR 


扩 增 目的 基因 片段 。PCR 体系 为 25 nl， 程序 为 : 98 'C 预 变性 30s; 98 CHH 10s, 55 'OOR 


K 15 s,72 C 延 伸 108,30. 个 循环 ;72 "C RETI. 7 min。 将 获得 的 扩 增 片段 以 及 载体 pET-28a(+) 


用 限制 性 内 切 酶 EcoRI 和 Xho I 3ETIOX 
回收 , Solution 工 过 夜 低 温 连 接 , 通过 热 


酶 切 反 


M, Z Cycle-pure kit (OMEGA) 纯 化 


Ee id: N. E. coli JM109 F, 挑 取 转化 子 菌落 PCR 
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~ 


以 及 单 双 酶 切 进 行 验证 ， 最 后 送 样品 至 测序 公司 进行 验证 。 
12.2 重组 蛋白 表达 条 件 优化 
为 了 获得 大 量 可 溶性 重组 蛋白 , 对 蛋白 诱导 表达 条 件 进 行 合 理 优 化 .选择 大 肠 杆 菌 宿主 : 


"M 


BL21(DE3). Rosetta(DE3). C41(DE3); IPTG 诱导 浓度 : 0.0 mM, 0.1 mM, 0.5 mM; i$ 


导 温度 15 C, 25 C. 37 CC。 离心 收集 菌 体 并 破碎 ， 高 速 离心 取 上 清 进行 SDS-PAGE 电泳 


分 析 。 使 用 Quantity One 采集 凝 胶 图 像 , 用 Image Lab 软件 对 SDS-PAGE 电泳 图 做 灰 度 分 析 ， 
研究 不 同 诱导 条 件 下 目标 蛋白 表达 量 所 占 百 分 比 。 使 用 BCA 试剂 盒 测 定 上 清 液 总 蛋白 的 浓 
度 ， 计 算 不 同 表达 宿主 、 诱 导 条 件 下 的 PsCO4 表达 量 。 
1.23 重组 蛋白 的 纯化 步骤 及 条 件 

将 构建 好 的 重组 质粒 通过 热 击 转化 法 转 入 已 coli BL21 中 过 夜 培养 ， 挑 取 转 化 子 转 接 试 
管 培养 ， 再 转 接 到 摇 瓶 中 诱导 表达 ，5000 rpm 10min 离心 收 菌 。 异 源 表达 的 蛋白 PsCO4 TE N 


端 含 有 His 标签 。 采 用 亲 和 层 析 法 (Ni-NTA Surperflow 树脂 ) 初步 纯化 蛋白 ， 收 集 菌 体 后 ， 


Tita 


加 入 适量 裂解 缓冲 液 , 超声 破碎 , 40 000 g, 4 "C Bi» 30 min, 取 上 清 液 与 提前 平衡 的 Ni-NTA 
Surperflow 结合 1 h， 使 用 洗 杂 缓冲 液 ， 洗 脱 20 个 柱 体积 ， 洗 脱 杂 质 蛋 白 ， 用 10 个 柱 体积 
洗 脱 缓冲 液 溶 出 目标 蛋白 PsCO4; 采用 离子 交换 层 析 、 凝 胶 色 谱 层 析 进 一 步 对 蛋白 进行 纯化 ， 


用 上 一 步 纯 化 得 到 的 洗 脱 缓冲 液 进行 离子 交换 (AMPa, 3ml/min) , 4-8 (2.3MPa, 


0.5ml/min) 。 


1.2.4 PsCO4 酶 学 性 质 测定 


酶 活力 检测 方法 参考 季 文 明 等 上 的 方法 。 溶 液 A (4- 氨 基 - 安 替 比 林 1 mM, ZR) 6 mM, 


辣 根 过 氧化 物 酶 7000 U/L, PBS 缓冲 液 ) ; 溶液 B (0.08% 胆固醇 ，4.3% Triton X-100， 异 


A) 。 酶 活 定 义 : 30 C, PBS 缓冲 液 pH 7.5， 每 分 钟 催化 胆固醇 生成 1 umol HzO; 所 需 


要 的 酶 量 , 定义 为 一 个 酶 活力 单位 (U), 酶 活 测定 方法 将 3 ml 溶液 A 和 150 pl 溶液 B 混合 ， 
30 人 保温 3 min 后 加 入 50 ul 适量 浓度 酶 液 ， 准 确 反 应 5 min， 置 于 沸水 终止 反应 。500 nm 
测定 光 吸收 值 OD500， 根 据 酶 活 定义 及 H20; 的 标准 曲线 计算 酶 活 。 

最 适 温度 的 测定 ， 在 不 同 温度 (20-60 C) 下 测定 胆固醇 氧化 酶 的 比 酶 活 ， 以 比 酶 活 最 
高 者 为 100%。 将 胆固醇 氧化 酶 在 不 同 温度 下 保温 1 h 后 ， 迅 速 冷 却 至 C, WERE 
酶 活力 。 


分 别 用 浓度 为 20 mM | I] ER ik DE TP (pH 6.0-8.0)、HEPES (pH 7.0-8.0) Tris (pH 


7.0-9.0) ~ MES (pH 5.5-6.5) 、 甘 氨 酸 (pH 8.5-9.0) 的 缓冲 溶液 配置 测定 酶 活力 的 溶液 A， 以 


酶 活 最 高 者 为 100%。 此 外 ， 将 酶 液 用 不 同 pH 值 的 缓冲 液 稀 释 ， 在 4”C 下 放置 1h 后 ， 测 


定 其 残余 酶 活力 。 


酶 动力 学 参数 测定 方法 为 : 以 胆固醇 、B- 谷 当 醇 、 孕 烯 醇 酮 及 豆 当 醇 作 为 底 物 ， 底 物 溶 


度 范围 设 定 在 10-2000 


uM 之 间 。 最 后 数据 通过 GraphPad Prism (version 5.00) 软 件 中 的 


Michaelis-Menten 方程 拟 合 计 E 相应 的 Km; Vmax kcat 值 o 


1.2.5 催化 产物 胆 当 -4- 烯 -3- 酮 TLC 及 GC-MS 分 析 


Ni ZR fll zi Wr Pr SE] PsCO4 5 


液 通 过 透析 置换 于 反应 缓冲 液 Exchange A (50 mM 


Tris-HCl pH 8.0, 200 mM NaCl, 3 mM DTT and 25 uM FAD) 中。1 ml 酶 催化 反应 体系 组 成 


X: 50 mM Tris-HCl pH 8.0, 50 ug PsCO4, 5 uM FAD, 3 mM DTT, 10 mg 胆固醇 OAF 0.896 


FREIER, ww), AT 30 'C 下 过 夜 反 应 。 


反应 体系 中 加 入 500 hl 乙酸 乙 酯 菜 取 〈 重 复 三 次 ) 后 ，N; 吹 干 溶 于 50 hl 甲醇 ， 并 进 


行 TLC 及 GC-MS 分 析 。 


下 观察 。 


气相 色谱 -质谱 法 联 月 


mx0.25 mm x 0.25 mm; 


TLC 流动 相 ( 石 


一 < 


Bk: 乙酸 乙 酯 = 4:1) 。20 min 后 于 紫外 (254 nm) 


H: 1 hl 的 上 样 量 , GC-MS (VARIAN 4000 GC/MS), LA HP-5 ms (30 


Agilent Technologies) É i5 RE 7 Es HE 


固 醇 及 催化 产物 ， 离 子 模式 为 70 


eV。 升 温 程序 为 : 以 150 C 为 初始 温度 并 保持 3 min， 然 后 以 5 'C /min 速度 升 到 300 C, 
保持 10 min。 结 果 与 NIST 数据 库 比 对 进行 分 析 鉴 定 。 


2 结果 与 讨论 


2.1 ”重组 表达 载体 PsCO4-pET28a 验证 


用 EcoR I 和 XhoI 限制 性 内 切 酶 双 酶 切 PBCO4-pET28a， 可 以 得 到 5.3 kbp 和 1.6 kbp 


致 ， 经 测序 验证 正确 ， 习 


两 条 带 ; 同时 利用 菌落 PCR 也 得 到 了 1.6 kbp 的 清晰 条 带 ， 


E 组 质粒 构建 成 功 。 


1 23AM 


00 bp 


2000 bp 


图 2 ”PsCO4 酶 切 及 菌落 PCR 验证 


如 图 2 所 示 , 与 目的 基因 长 度 一 


6000 bp 


1500 bp 
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1: 菌落 PCR; 2: 双 酶 切 ; 3: EcoRI 单 酶 切 ; 4: PsCO4-pET28a; M: DNA Marker 


Fig.2 Enzyme digestion and Colony PCR of PSCO4-pPET-28a 


1: Colony PCR; 2: Double enzyme digestion; 3: EcoR I digestion; 4: PsCO4-pET28a; 5: DNA Marker KB ladder 


22 ”PsCO4 诱 导 表达 的 条 件 优 化 
利用 生物 信息 学 软件 DNAMAN 分 析 PsCO4 核酸 序列 ， 预 测 出 PsCOs4 分 子 量 约 为 57.3 
kDa. Hi BCA 法 测定 不 同 诱导 条 件 下 ， 各 自 上 清 可 溶性 蛋白 的 浓度 ， 然 后 再 通过 Image lab 
灰 度 分 析 SDS-PAGE 电泳 图 ， 最 后 计算 出 目标 香 白 的 浓度 。 最 终结 果 表 明 ， 选 取 大 肠 杆 菌 
Rosseta(DE3) 作 为 宿主 菌 ,， 并 在 低温 15 'C 和 0.1 mM PTG 浓度 下 诱导 18 h, 破碎 上 清 可 溶 
性 目标 蛋白 量 最 高 为 0.63 mg/ml。 一 般 情况 下 ， 高 温 高 浓度 IPTG 诱导 得 到 的 目标 蛋白 浓度 
很 低 , 可 能 是 由 于 高 温 高 浓度 的 诱导 条 件 会 使 目标 蛋白 肽 链 合 成 速度 过 快 , 以 至 于 没有 足够 
的 时 间 进 行 正确 折 县 ， 导 致 形成 很 多 折 靶 错误 的 蛋白 质 ， 
以 及 适当 浓度 的 IPTG 对 于 形成 可 溶性 有 活性 的 蛋白 


后 形成 包涵 体 沉淀 。 所 以 ,低温 
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图 3 不 同 诱导 条 件 下 可 溶性 蛋白 的 浓度 
诱导 条 件 : 1-3: 15 'C 0.05, 0.1, 0.5 mmol/L IPTG; 4-6: 25 'C 0.05, 0.1, 0.5 mmol/L IPTG; 7-9: 37 'C 0.05, 0.1, 0.5 mmol/L IPTG. 


Fig.3 The concentration of soluble PsCO, in different induction conditions. 
Induction conditions: 1-3: 15 °C 0.05, 0.1, 0.5 mmol/L IPTG; 4-6: 25 °C 0.05, 0.1, 0.5 mmol/L IPTG; 7-9: 37 °C 0.05, 0.1, 0.5 mmol/L 


IPTG. 


23 ”PsCO4 诱 导 表 达 及 纯化 

通过 对 SDS-PAGE 电泳 图 (图 4A) 分 析 发 现 : 目标 重 白 可 以 可 浴 性 表达 于 上 清 ， 但 也 
了 大量 蛋 白 错 误 折 县 , 以 包涵 体形 式 存 在 于 沉 尝 中 。 通 过 Ni-NTA 杀 和 层 析 可 以 看 出 , 50 mM 
咪唑 的 漂洗 缓冲 液 中 含有 较 多 目标 和 蛋白, 说明 PsCO4s 和 Ni-NTA 树脂 亲和力 较 弱 , 即使 如 此 ， 
洗 脱 液 中 依然 洗 脱 下 大 量 的 目标 蛋白 。 该 结果 也 与 前 述 蛋 白 表 达 条 件 优 化 中 ， 以 


fal 
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Rosetta(DE3) 作 为 宿主 菌 ， 在 低温 15 CH 0.1 mM PTG 浓度 下 诱导 ， 蛋 白 的 表达 量 最 高 相 
符 。 从 离子 交换 层 析 图 (图 4B) 中 可 以 看 出 目标 蛋白 响应 值 高 达 370 mAU， 在 盐 浓 度 约 为 
500 mM 时 开始 被 大 量 洗 脱 下 来 ， 图 5 可 以 看 出 目标 蛋白 在 14ml 流出 ， 介 于 13m (Protein 


Marker 13.7 kDa) 和 17ml 之 间 (Protein Marker 75.0 kDa) ， 可 以 断定 PSCO4 是 以 单 体 形式 


存在 。SDS-PAGE 分 析 可 得 到 高 达 95% 以 上 纯度 的 目的 蛋白 ， 进 而 可 以 进行 准确 的 蛋白 浓 
度 测 定 和 酶 动力 学 参数 测定 。 
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图 4 亲 和 层 析 和 离子 交换 层 析 
CA) 1: E; 2: 沉淀 3: 流 穿 液 ，4: 洗 杂 液 5: 洗 脱 液 ; 
B) 离子 交换 层 析 图 


Fig.4 SDS-PAGE of affinity chromatography and Ion exchange chromatography 


(A) 1:supernatant; 2:precipitant; 3:flowthrough; 4: washing buffer; 5:elution buffer; 


(B) Ion exchange chromatography 
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图 5 凝 胶 过 滤 层 析 


Fig.5 Gel filtration chromatography 


2.5 酶 催化 产物 鉴定 
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月 


iz 


固 醇 氧化 酶 特异 性 催化 底 物 胆固醇 成 胆 当 -4- 烯 -3- 酮 ， 并 且 该 产物 在 紫外 〈254 nm) 

下 可 以 显 色 。 通 过 TLC 注 层 色谱 法 分 析 , 初步 验证 了 PsCO4 具有 催化 胆固醇 的 活性 (图 6A)。 
利用 气相 色谱 -质谱 法 联 用 检测 酶 催化 产物 ， 如 图 6B， 发 现 胆固醇 及 胆 当 -4- 烯 -3- 酮 分 

别 在 保留 时 间 34.29 min、35.17 min 处 有 吸收 峰 ， 质 谱 检 测 结果 与 NIST 库 比 对 高 度 一 致 ， 


124 m/z 为 其 特征 离子 峰 ， 进 一 步 证 明 异 源 表达 的 PsCO4 在 体外 依然 共有 催化 胆固醇 生成 胆 
当 -4- 烯 -3- 酮 的 氧化 活性 。 
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图 6 薄 层 色谱 法 和 气相 色谱 -质谱 联 用 法 鉴定 催化 产物 
CA) TLC 1: 空 质粒 pET-28a; 2: PsCO4-pET28a; 3: 胆固醇 标 品 ，4: 胆 省 -4- 烯 -3- 酮 标 品 ， 


(B) and (C) GC-MS 
Fig.6 Product analysis with (A) TLC and (B, C) GC-MS 


CA) I: Vector pET-28a; 2: PsCO4-pET28a; 3:Cholesterol; 4: Standard of 4-Cholesten-3-one; 


2.66 ” 酶 学 性 质 分 析 


通过 1.2.4 的 方法 将 PsCO4 置 于 不 同 温度 、pH 条 件 下 进行 催化 反应 ， 测 出 PsCO, 最 适 
的 反应 条 件 。 


1E 25 C. 30 C. 35 C. 40 C. 45 C, 50 C. 55 CH 60 'C 下， 测定 PsCO4 最 适 反 应 


温度 。 图 7A 表明 ， 当 温度 低 于 30 'C 时 ， 胆 固 醇 氧化 酶 PSCO4 活 性 随 着 温度 的 上 升 而 缓慢 


上 升 ， 而 当 温 度 高 于 30 'C 时 ， 其 活性 逐渐 下 降 。 将 胆固醇 氧化 酶 置 于 不 同 pH 的 环境 下 处 


理 后 反应 , 结果 如 图 7B 所 示 , ME pH 值得 上 升 , PsCO4 表现 出 升 高 的 催化 活性 , 当 pH = 7.5 
时 ， 酶 活力 达到 最 大 值 ， 而 当 pH > 7.5 时 ， 酶 活力 呈现 下 降 趋 势 ， 说 明 胆固醇 氧化 酶 PsCO4 
在 弱 碱 环境 下 保持 较 高 活性 ， 最 适 反应 pH 为 7.5。 
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图 7 温度 CAD) 和 pH B>) 对 胆固醇 氧化 酶 PSCO4 酶 活 的 影响 
Fig.7 Effect of temperature (A) and pH (B) on the PsCO4 


2.5 酶 动力 参数 


PsCO4 对 胆固醇 、B- 谷 省 醇 、 豆 贷 醒 和 孕 烯 醇 酮 的 动力 学 参数 如 下 表 所 示 ， 可 以 看 出 胆 
固 醇 氧化 酶 PsCO4 对 胆固醇 有 较 高 的 活性 ， 其 豆 省 醇 相 对 活性 约 只 有 67.20%。 通 过 比较 二 


者 动力 学 参数 可 以 发 现 ， 胆 固 醇 的 Kw 为 231.21 AM， 低 于 豆 当 醇 等 底 物 ， 说 明 PsCO4 对 胆 


固 醇 的 亲和力 较 强 ， 这 也 说 明 PsCO 对 胆固醇 的 催化 活性 较 高 的 原因 。kcayKnm 表示 的 是 酶 对 
底 物 的 催化 效率 ， 胆 固 醇 的 Ka Km fü 2 倍 高 于 B- 谷 当 醇 ， 并 且 其 反应 速率 koa 也 明显 高 于 B- 


4 GER, WAKT P simplex 的 PsCO4 对 胆固醇 有 更 高 的 偏好 性 。 通 过 胆固醇 及 B- 谷 贷 醇 


结构 比 对 发 现 ，B- 谷 省 醇 在 C-22 位 上 多 了 个 -C3H7， 使 其 空间 结构 上 更 加 复杂 ， 在 酶 反应 过 
程 中 B- 谷 贷 醇 在 进入 酶 活性 中 心 时 ， 比 胆固醇 受到 更 多 的 空间 位 阻 ， 可 能 是 导致 其 活性 低 于 
胆固醇 的 主要 原因 。 


表 1 胆固醇 氧化 酶 的 酶 学 性 质 


比 酶 活 相对 酶 活 Km Keat Kcat/Km 
底 物 
(U:mg*) (96) (HM) (s) (s! uM’) 
胆固醇 11. 02 100 231.212: 11.20 18.49 + 1.81 0.08 
B- 谷 省 醇 7.41 67.20 362.25 + 23.50 14.49 + 1.09 0.04 
x E 0.04 0.35 526.23410.60 2.5440.47 0.005 
孕 烯 醇 酮 1.00 9.10 300.98+2.51 5.99+0.68 0.02 


Table.1 Cholesterol oxidase enzymatic properties 


2.6 PsCO4 三 维 结构 及 催化 机 制 分 析 


来 源 不 同 的 胆固醇 氧化 酶 其 氨基 酸 序列 存在 较 大 的 差异 ,所 以 蛋白 质 的 空间 结构 也 存在 


较 大 的 差异 。 检 索 PDB 数据 库 ，PsCO4 5 Brevibacterium sterolicum 来 源 的 胆固醇 氧化 酶 在 
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氨基 酸 序 列 比 对 中 具有 较 高 的 相似 度 。 用 SWISS-MODEL (http: / /swissmodel. expasy. org) 


同 源 建 模 。PsCO4 的 功能 结构 | 


两 个 结构 域 组 成 ， 即 辅 因 子 FAD 结合 区 域 和 底 物 结合 区 ， 


分 子 模拟 如 图 8 粉色 为 FAD， 黄 色 为 底 物 类 似 物 。 从 图 中 可 以 看 出 PsCO4 结 合 底 物 氨基 酸 


J W56, M402, K346, L306. 1409, 1398, L400 与 PsChO 的 底 物 结合 氨基 酸 V204、P63、 


V46, F70. L360, T329, E346 完全 不 同 03]。 且 底 物 结合 区 有 足够 大 的 空间 可 以 容纳 胆固醇 。 


胆固醇 结合 位 点 是 F 


隔离 了 蛋白 外 界 环境 的 大 量 loop 包围 形成 的 疏水 “口袋 ”组 成 ， 这 个 


区 域 表 现 出 更 高 的 柔性 ， 通 过 模拟 对 比 发 现 PsCO4 与 simplex 来 源 的 PsgChOn3 和 


Brevibacterium sterolicum 来 源 的 胆固醇 氧化 酶 lcoy 相 比 具有 较 大 的 底 物 入 口 通道 直径 为 


11.8A 如 图 9 所 示 。 更 有 利于 底 物 出 入 活性 中 心 ; 


行 催化 反应 。 据 参考 文献 0 报道 在 底 物 胆 


固 醇 进入 朴 水 口袋 时 ， 相 关 loop 在 空间 结构 上 会 进行 调整 ， 从 而 促进 生物 催化 反应 的 顺利 


进行 。 


图 8 PsCO4 活 性 中 心底 物 结合 关键 氨基 酸 比 较 图 


Fig. 8 PSCO4 active center substrate binding key amino acid comparison 


图 9 不 同 来 源 胆 固 醇 氧 化 酶 底 物 结合 
CA) PsCO4 的 模拟 底 物 结合 通道 


通道 


(B) PsChO 的 底 物 结合 通道 


(C) Brevibacterium sterolicum 来 源 的 胆 


Ei 


醇 氧化 酶 lcoy 底 物 结合 通道 


Figure 9 Cholesterol oxidase substrate binding domains from different sources 
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CA) PsCO4 mimic substrate binding channel 
(B) PsChO substrate binding channel 


(C) Cholesterol oxidase lcoy substrate-bound channel from Brevibacterium sterolicum 


胆固醇 氧化 酶 PsCOA 具有 两 种 催化 功能 ， 首 先 胆固醇 氧化 酶 的 氧化 脱氧 ， 即 : 作用 于 
胆固醇 C3 上 的 B- 羟 基 氧 化 其 为 胆 省 -5- 烯 -3- 酮 ， 接 着 是 异 构 化 : 胆 当 -5- 烯 -3- 酮 在 胆固醇 氧 
化 酶 作用 下 将 C4 B 位 上 质子 转移 到 Co 位 上 ， 最 终生 成 产物 胆 省 -4- 烯 -3- 酮 。 活 性 中 心 的 
His469 在 氧化 过 程 中 起 到 从 类 固 醇 底 物 的 C3-OH 中 提取 质子 的 碱 催 化 剂 的 作用 ， 质 子 所 从 
底 物 C3 传递 到 FAD-N5， 并 且 随 后 作为 用 于 稳定 异 构 化 中 的 二 烯 醇 中 间 体 的 酸 051， 其 催化 
反应 其 元 反应 如 图 10。 
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图 10 胆固醇 氧化 酶 催化 机 制 CA) 09 和 胆固醇 氧化 酶 序列 比 对 CBO 
Figure 10 Cholesterol Oxidase Catalytic Mechanism (A)!!! and Cholesterol Oxidase Sequence Alignment (B) 


注 :F sp.: Frankiasp.EAN1pec, WP. 020461426; S. arenicola: Sarenicola arenicola CNS-205 WP. 012182946; S. sp.: Streptomyces 


sp., AAA26719. 
3 结 ie 


胆固醇 氧化 酶 PsCO4 在 大 肠 杆 菌 Rosetta(DE3) 实 现 了 高 效 的 表达 。 和 蛋白 经 过 Ni 亲 和 层 
析 发 现 ，PsCO4 与 Ni 树脂 之 间 的 亲和力 较 弱 ， 低 浓度 的 咪唑 就 能 洗 脱 出 蛋白 。 测 得 纯化 出 
来 的 酶 液 的 酶 学 性 质 ， 发 现 酶 的 最 适 反 应 温度 为 30 °C, iE pH 7.5。 胆 固 醇 为 底 物 的 催化 
反应 其 产物 经 TLC、GC-MS 验证 为 胆 当 -4- 烯 -3- 酮 。 以 胆固醇 豆 当 醇 、B- 谷 当 醇 和 孕 烯 醇 柄 
为 底 物 ， 初 步 研究 该 胆固醇 氧化 酶 PsCO4 对 底 物 的 特异 性 ， 发 现 其 对 胆固醇 的 催化 活性 较 
高 。 对 PsCO4 进行 三 维 建 模 ， 底 物 结合 位 点 的 分 析 。 该 研究 为 后 续 更 深入 研究 PsCO4 的 底 


物 特异 性 及 催化 机 理 提供 理论 依据 。 
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